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Composition destinee a la mise en oeuvre d'un traitem nt 
cytotoxique, notamment antitumoral ou antiviral, chez un mammifere 



La presente invention concerne une composition cytotoxiquc 
5 comprenant une premiere sequence d'acide nucleique codant pour tout ou 
partie d*une chimiokine MIP et une seconde sequence d'acide nucleique 
codant pour tout ou partie d*un polypeptide ayant au moins une activite 
cytotoxique, notamment antitumorale ou antivirale. La presente invention est 
particulierement utile dans le cadre de la mise en oeuvre d\in traitement par 
10 therapie genique de maladies proliferatives ou infectieuses. 

A ce jour, les resultats les plus encourageants obtenus dans le cadre de 
traitements antitumoraux concernent des traitements combines associant un 
traitement a base de composes chimiques (chimiotherapie) et un traitement 
reposant sur l*utilisation de rayonnements (radiotherapie). Outre les 
15 desagrements importants qu'occasionne chez le patient ce type de traitement, 
on constate dans un grand nombre de cas que des cellules tumorales, de type 
metastatique ou non, persistent chez le sujet traite, pouvant occasionner un 
rechute et ne permettant done pas de remission complete. 

De recents travaux conduits dans le domaine du cancer ont propose 
20 d'adapter les protocoles de therapie genique a la therapie antitumorale, A cet 
egard, on peut par exemple citer les travaux de Meneguzzi et aL, 1991, 
Virology, 181, 61-69 relatifs a Timmunisation contre des cellules tumorales a 
Taide d'un vecteur recombinant de la vaccine exprimant les genes E6 et E7 du 
virus du papillome humain de type 16. On peut egalement citer le contenu du 
25 brevet fran^ais FR 92/03120 relatif a Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant exprimant une cytokine dans le cadre d'une therapie genique 
antitumorale. 

Les cytokines sont des molecules naturellement produites a la suite 
d'une stimulation antigenique ou d'une reaction inflammatoire (Gillis and 
30 Williams, 1998, Curr. Opin. Immunol., 10, 501-503) dont l*utilite dans le 
cadre du traitement de certains cancers a ete montree notamment par Oettger 
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(Curr. Opin. Immunol., 1991, 3, 699-705). Ainsi , Leroy et al. (1998, 
Res.Immunol. 149 (7-8) : 681-684) ont montre que la production de cytokines 
sur les sites de la tumeur apres administration intra-tumorale de vecteurs 
viraux recombinants permet 1'induction d'une reponse immunitaire associee a 

5 une inhibition de la croissance tumorale. Neanmoins, cette reponse 
antitumorale bien qu'encourageante ne permet pas la disparition definitive des 
cellules tumorales, et par consequent la mise en oeuvre d*un traitement 
antitumoral satisfaisant* 

Les chimiokines constituent pour leur part une sous classe de la famille 

10 des cytokines. Elles se distinguent des autres cytokines par leur propriete 
chimio-attractive, notamment lors des processus naturels de chimiotactisme, 
et notamment d'attraction des cellules du systeme immunitaire vers les tissus 
dans lesquels siege rinflammation ou l'infection, ainsi que par leurs proprietes 
anti-angiogeniques, 

15 Les chimiokines sont des proteines de faible poids moleculaire (entre 8 

et 10 kd ), de petite taille (de 70 a 80 acides amines) dont les sequences en 
acides amines presentent un faible taux dtiomologic (variant de 10 a 70 % 
selon les chimiokines considerees) permettant de dcfinir a cc jour environ 50 
chimiokines differentes. Ces chimiokines peuvent neanmoins etre subdivisees 

20 en 4 grandes families relatives a la position des residus cysteines qu'elles 
renferment. Les families a dont Pextremite N-terminale comprend 2 cysteines 
separees par un acide amine unique (chimiokines de type IL-8, NAP-2, GCP-2) 
et 3 dont Textremite N-terminale comprend 2 cysteines adjacentes 
(chimiokines de type RANTES, MIP1, MCP1) sont les mieux caracterisees 

25 (Horuk, R., 1994, Trends Pharmacol. Sci., 15, pages 159-165 ; Murphy, P.M., 
1994, Annu. Rev. Immunol., 12, pages 593-633). 

Par ailleurs, le groupe de Dilloo et al. (1996, Nature Medicine, vol. 2, 
Number 10, 1090-1095) a montre que la co-expression, apres administration 
recombinants chez la souris de fibroblastes modifies ex vivo a Taide de 

30 vecteurs retroviraux, d'une chimiokine particuliere, la lymphotactine (Lptn), et 
de Tinterleukine-2 (IL2), permet de stimuler la reponse immune antitumorale 
de l'animal traite. Toutefois, cet effet est limite dans le temps, et ne permet 
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qu'un controle transitoire du volume tumoral et aucune remission chez les 
animaux traites. 

II est done souhaitable de disposer de nouvelles compositions 
permettant notamment la mise en oeuvre de traitements antitumoraux 
5 efficaces, aises a mettre en place, e'est a dire permettant un controle prolonge 
du volume tumoral et Taugmentation du taux de survie des patients traites. 

Nous avons maintenant identifie de nouvelles compositions cytotoxiques 
dont les differents constituants sont choisis de fagon a obtenir un effet 
synergique de leurs activites respectives et des proprietes ameliorees desdits 
10 constituants. Plus particulierement, de telles compositions permettent 
d'inhiber ou de retarder la proliferation cellulaire en induisant la mort 
speciflque des cellules, notamment tumorales, une meilleure presentation des 
antigenes et/ou une stimulation des cellules immunes de l'organisxne hote. La 
presente invention offre une alternative avantageuse et eflicace aux techniques 
15 de Tart anterieur, notamment pour traiter le cancer de ITiomme ou de 1'animaL 

L'invention concerne en premier lieu une composition destinee a la mise 
en oeuvre d*un traitement cytotoxique, par exemple antitumoral ou antiviral, 
ou toute applications necessitant la mort cellulaire, chez un mammifere 
comprenant : 

20 (i) une sequence d'acide nucleique codant pour tout ou partie 

d'une chimiokine MIP, 

(ii) au moins une sequence d'acide nucleique codant pour tout 
ou partie d'un polypeptide ayant au moins une activite cytotoxique, 

lesdites sequences d'acide nucleique etant placees sous le controle des 
25 elements necessaires a leur expression dans une cellule hote dudit 
mammifere. 

Dans le cadre de la presente invention, il est possible d'utiliser en (i) 
Tintegralite de la sequence d'acide nucleique codant pour la chimiokine MIP 
(pour Macrophage Inflammatory Protein, en anglais) ou une partie seulement 
30 de ce polypeptide, ou un polypeptide derive ou mute, dans la mesure ou la 
fonction et les proprietes de la chimiokine MIP sont conservees. Au sens de la 
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presente invention, on entend par mutation, une deletion et / ou une 
substitution et / ou une addition d'un ou plusieurs nucleotides. De menie, il 
est envisageable d'utiliser une sequence codant pour une chimiokine hybride 
provenant de la fusion de la sequences codant pour une chimiokine de type 
5 MIP et de la sequence codant pour au moins une chimiokine d*un autre type 
(RANTES, MCP 1, ...)• 

Dans le cadre de la presente invention, la chimiokine MIP preferee est la 
chimiokine de type MIP 1, et plus particulierement selectionnee parmi le 
groupe consistant en les chimiokines MlPla et MIPip dont les proprietes ont 
10 ete mises en evidence par Wolpe et al, 1988, J. Exp, Med, 167, 570-581. 

MlPla , dont les sequences en acides nucleiques et peptidique sont 
decrites dans Obaru et al. 1986, J. Biochem. 99, 885-894, dont le contenu est 
incorpore par reference dans la presente demande, est produite par les 
lymphocytes T et les monocytes. Elle permet la chimio-attraction des 
15 eosinophils et des lymphocytes T au cours des infections des voies 
respiratoires ; des monocytes et des neutrophils au cours d'arthrites 
rhumatoldales, d 'inflammations du systeme digestif ou de meningites d'originc 
bacterienne. En outre, elle inhibe la proliferation des precurscurs 
hematopoletiqueso 

20 MIP 13/ dont les sequences en acides nucleiques et peptidique sont 

decrites dans Brown et al. 1989, J. Immunol. 142, 679-68, dont le contenu est 
incorpore par reference dans la presente demande, est egalement produite par 
les lymphocytes T et les monocytes. Elle exerce ses proprietes chimio- 
attractives sur les monocytes et les neutrophils dans les cas arthrites 

25 osseuses et les meningites bacteriennes. Comme MlPla, elle inhibe la 
proliferation des precurseurs hematopoletiques. 

II existe des variants naturels desdites proteines MlPla et MIPlp qui 
sont connus de ITiomme de Tart et qui portent par exemple les noms GOS19, 
LD78, pAT464 , TY5 (de souris) ou SIS a (de souris) pour MlPla ou pAT744, 
30 Act-2, G-26, H-400 (de souris) ou hSIS y (de souris) pour MIP1(3. Dans le cas 
particulier de MIPip, on choisira par exemple la sequence correspondant a 
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Act-2 (Lipes et aL, 1988, PNAS, 85, 9704-9708, dont le contenu est incorpore 
ici en reference) « 

Par « polypeptide ayant au moins une activite cytotoxiquc », on entend 
designer toute substance peptidique susceptible d'induire ou d'activer une 
5 reponse immune dirigee specifiquement contre une cellule tumorale (l'activite 
cytotoxique est alors appelee activite antitumorale) ou une cellule infectee par 
un virus (l'activite cytotoxique est alors appelee activite antivirale) ou d'inhiber 
la croissance et / ou la division d*une telle cellule, notamment tumorale ou 
infectee. Selon un cas prefere, ladite activite cytotoxique se traduit par la mort 
10 de ladite cellule. Selon un cas particulier, il serait egalement possible d*utiliser 
des compositions selon la presente invention dans des cas pathologiques 
associes a une proliferation cellulaire, telle que par exempie les phenomenes 
de restenose. 

L'activite de chimio-attraction d"un polypeptide donne, notamment 
15 derive de la chimiokine MIP, sur des cellules impliquees dans les reactions 
immunes (telles que par exempie des eosinophiles, des lymphocytes T, des 
monocytes ou des neutrophils peut etre evaluee par un test de 
chimiotactisme (Maghazachi, 1993, Nature Immunity, 12, 57). De memc, ce 
type de chimiokine inhibant la proliferation des precurseurs 
20 hematopoietiques, il est possible d'evaluer une telle propriete in vitro selon 
Graham et aL, 1992, Growth Factors, 7, 151. 

L'activite cytotoxique d'un polypeptide donne, notamment une activite 
antitumorale, peut etre evaluee in yffro par la mesure de la survie cellulaire 
soit par des tests de viabilite a court terme (tel que par exempie le test au bleu 
25 tryptan ou MTT), soit par des tests de survie clonogenique (formation de 
colonies) (Brown et Wouters, 1999, Cancer Research, 59, 1391-1399) ou in 
vivo par la mesure de la croissance des tumeurs (taille et/ou volume) dans un 
modele animal (Ovejera et Houchens, 1981, Semin. Oncol., 8, 386-393). 

Selon une premiere variante, Tinvention concerne une composition 
30 caracterisee en ce que ledit polypeptide ayant une activite cytotoxique est 
choisi parmi les cytokines, les proteines codees par un gene appele « gene 
suicide » et les facteurs proteiques antiangiogeniques. 
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Plus particulierement, lorsque ledit polypeptide en (ii) est une cytokine, 
il s'agit preferentiellement d'une cytokine choisie parmi les interferons a, 0 et 
y, les interleukines, et notamment TIL-2, 11L-4 HL-6, TIL-10 ou l'lL-12, les 
facteurs necrosant des tumeurs (TNF) et les facteurs stimulateurs de colonies 
5 (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...)- 

Selon un mode de realisation prefere, ladite cytokine est selectionnee 
parmi rinterleukine-2 (IL-2) et i'interferon gamma (IFN-y). L1nterleukine-2 est 
notamment responsable de la proliferation des lymphocytes T actives, de la 
multiplication et de Tactivation des cellules du systeme immunitaire (pour la 
10 sequence en acide nucleique voir notamment FR 85 09480). LIFN-y active les 
cellules phagocytaires et accroit Texpression des antigenes de surfaces de 
classe I et II du complexe majeur dtiistocompatibilite (pour la sequence en 
acide nucleique voir notamment FR 85 09225). Lesdites sequences en acide 
nucleique sont incorporees par reference dans la presente demande. 

15 Selon un autre mode de realisation, la composition selon l'invention est 

caracterisee en ce qu'elle comprend en (ii) au moins deux sequences d'acide 
nucleique codant pour tout ou partie de Y interlcukinc-2 (IL-2) et tout ou 
partie de rinterferon gamma (IFN-y). 

Selon une seconde variante, Tinvention concerne egalement une telle 
20 composition caracterisee en ce que ledit polypeptide en (ii) presente au moins 
une activite enzymatique selectionnee parmi Tactivite thymidine kinase, 
1'activite purine nucleoside phosphoiylase, l'activite guanine ou uracile ou 
orotate phosphoribosyl transferase et l'activite cytosine desaminase. 

Plusieurs etudes ont permis d'identifier des polypeptides qui ne sont pas 
25 toxiques en tant que tels mais qui presentent des proprietes enzymatiques 
catalytiques capables de transformer une substance inactive (predrogue) , par 
exemple un nucleoside ou un analogue de nucleoside, en substance 
hautement toxique pour la cellule, par exemple un nucleoside modifie qui peut 
etre incorpore dans les chaines d'ADN ou d'ARN en elongation, avec pour 
30 consequence, notamment, Tinhibition de la division cellulaire ou des 
dysfonctionnements cellulaires conduisant a la mort de la cellule renfermant 
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de tels polypeptides. Les genes codant pour de tels polypeptides sont dits 
« genes suicides ». De nombreux couples gene suicide/predrogue sont 
actuellement disponibles. On peut citer plus particulierernent, les couples : 

- la thymidine kinase du virus herpes simplex de type 1 (TK HSV-1) et 

5 1* acyclovir ou le ganciclovir (GCV) (Caruso et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 90, 7024-7028 ; Culver et al., 1992, Science 256, 1550-1552 ; Ram et al., 
1997, Nat. Med. 3, 1354-1361) ; 

- le cytochrome p450 de rat et la cyclophosphophamide (Wei et al., 1994, 
Human Gene Therapy 5, 969-978) ; 

10 - la purine nucleoside phosphorylase d'Escherichia coli (E. Coli) et la 6- 

methylpurine deoxyribonucleoside (Sorscher et al., 1994, Gene Therapy J, 
233-238) ; 

- la guanine phosphoribosyl transferase d'E. coli et la 6- thioxanthine 
(Mzoz et Moolten, 1993, Human Gene Therapy 4, 589-595) et 

15 - la cytosine desaminase (CDase) et la 5-fluorocytosine (5FC). 

Plus particulierernent, la CDase est un enzyme qui intervient dans la 
voie metabolique des pyrimidines par laquelle la cytosine exogene est 
transformee par le biais d'une desamination hydrolytique en uracile. Des 
activites CDases ont ete mises en evidence chez les procaryotes et les 

20 eucaryotes inferieurs (Jund et Lacroute, 1970, J. Bacteriol. J 02, 607-615 ; 
Beck et al., 1972, J. Bacteriol. J JO, 219-228 ; De Haan et al., 1972, Antonie 
van Leeuwenhoek 38, 257-263 ; Hoeprich et al., 1974, J. Inf. Dis. 130, 112- 
118 ; Esders et Lynn, 1985, J. Biol. Chem. 260, 3915-3922) mais elles sont 
absentes chez les mammiferes (Koechlin et al., 1966, Biochem Pharmacol. 15, 

25 435-446 ; Polak et al., 1976, Chemotherapy 22, 137-153). Les genes FCY1 de 
Saccharomyces cereuisiae (S. cerevisiae) et codA d'E. coli codant 
respectivement pour la CDase de ces deux organismes sont connus et leurs 
sequences publiees (EP 402 108 ; Erbs et al., 1997, Curr. Genet. 31, 1-6 ; 
WO93/01281). 
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La CDase desamine egalement un analogue de la cytosine, la 5- 
fluorocytosine (5-FC) en 5-fluorouracile (5-FU) qui est un compose hautement 
cytotoxique notammcnt lorsqu' il est converti en 5-fluoro-UMP (5-FUMP). Les 
cellules depourvues d'activite CDase, en raison soit d'une mutation inactivante 
5 du gene codant pour I'enzymc, soit de leur deficience naturelle pour cette 
enzyme (par exemple les cellules mammiferes) sont resistantes au 5-FC (Jund 
et Lacroute, 1970, J. Bacteriol. 102, 607-615 ; Kilstrup et al. t 1989, J. 
Bacteriol. 1989 171, 2124-2127), Par contre, il a ete montre qu'il est possible 
de transmettre la sensibilite au 5-FC a des cellules mammiferes dans 

10 lesquelles la sequence codant pour une activite CDase a ete transferee (Huber 
et aL, 1993, Cancer Res, 53, 4619-4626 ; Mullen et al., 1992, Proc, Natl, Acad, 
Sci. USA 89, 33-37 ; WO 93/01281). De plus, dans ce cas, les cellules 
avoisinantes non transformees deviennent egalement sensibles au 5-FC 
(Huber et al. f 1994, Proc. Natl. Acad, Sci, USA 91 , 8302-8306), Ce phenomene, 

15 appele effet de voisinage (bystander en anglais), est du a Texcretion par les 
cellules exprimant Tactivite CDase, de 5-FU qui intoxique les cellules voisines 
par simple diffusion a travers la membrane cellulairc. Cette propriete de 
diffusion passive du 5-FU constituc un avantagc par rapport au systeme de 
reference t/c/GCV pour lequel Teflet de voisinage necessite un contact avec les 

20 cellules qui expriment tk (Mesnil et al. f 1996, Proc, Natl, Acad. Sci. USA 93, 
1831-1835), Cet effet constitue par consequent un atout supplementaire de 
Tutilisation de la CDase dans le cadre de la therapie genique, notamment 
anticancereuse, 

Cependant, la sensibilite au 5-FC varie beaucoup selon les lignees 
25 cellulaires, Une faible sensibilite est observee par exemple dans des lignees 
tumorales humaines PANC-1 (carcinome de pancreas) et SK-BR-3 
(adenocarcinome du sein) transduites par un retrovirus exprimant le gene 
codA d'E. Coli (Harris et al., 1994, Gene Therapy 1, 170-175). Ce phenomene 
indesirable pourrait s'expliquer par Tabsence ou la faible conversion endogene 
30 du 5-FU forme par Taction enzymatique de la CDase en 5-FUMP cytotoxique. 
Cette etape, normalement assuree dans les cellules mammiferes par Torotate 
phosphorybosyl transferase (Peters et al., 1991, Cancer 68, 1903-1909), peut 



m 

9 

etre absente dans certaines tumeurs et rendre ainsi la therapie genique, basee 
sur la CDase, inoperante. 

Chez les procaryotes et eucaryotes inferieurs, l"uracilc est transference 
en UMP par Taction de l*uracile phosphoribosyl transferase (prescntant par 
5 consequent une activite UPRTase), Cette enzyme convcrtit egalement le 5-FU 
en 5-FUMP. Ainsi des mutants furl de la levure S. cerevisiae sont resistants a 
de fortes concentrations de 5-FU (10 mM) et de 5-FC (10 mM] car en absence 
d'activite UPRTase, le 5-FU, provenant de la desamination du 5-FC par la 
CDase, n'est pas transforme en 5-FUMP cytotoxique (Jund et Lacroute, 1970, 
10 J. Bacterid. 1 02, 607-615). Les genes upp et FUR1 codant pour ITJPRTase 
respectivement d'E. coli et de S. cerevisiae ont ete clones et sequences 
(Andersen et al., 1992, Eur. J, Biochem. 204, 51-56 ; Kern et al., 1990, Gene 
88, 149-157). 

Au sens de la presente invention, un polypeptide ayant une activite 
15 UPRTase designe un polypeptide capable de convertir Turacile ou un de ses 
derives en un analogue monophosphate et, en particulier la 5-FU en 5-FUMP. 
Par « mutation », il faut entendre l'addition, la deletion et/ou la substitution 
d'un ou plusieurs residus a un endroit quelconque dudit polypeptide, 

LTJPRTase native dont il est question dans la presente invention peut 
20 etre d'une origine quelconque, notamment procaryotique, fongique ou de 
levure. A titre illustratif, les sequences d'acide nucleique codant pour les 
UPRTases d'£. coli (Anderson et al., 1992, Eun J. Biochem 204 % 51-56), de 
Lactococcus lactis (Martinussen et Hammer, 1994, J. Bacteriol. J 76, 6457- 
6463), de Mycobacterium bovis (Kim et al., 1997, Biochem Mol. Biol. Int 41, 
25 1117-1124) et de Bacillus subtilis (Martinussen et al., 1995, J. Bacteriol. J 77, 
271-274) peuvent etre utilisees dans le cadre de Tinvention. Mais on prefere 
tout particulierement mettre en oeuvre une UPRTase de levure et notamment 
celle codee par le gene FUR1 de S. cerevisiae dont la sequence divulguee dans 
Kern et al. (1990, Gene 38, 149-157) est introduite ici par reference. A titre 
30 indicatif, les sequences des genes et celles des UPRTases correspondantes 
peuvent etre trouvees dans la litterature et les banques de donnees 
specialises (SWISSPROT, EMBL, Genbank, Medline...). 



10 



Par ailleurs, la demande PCT/FR99/00904 decrit un gene FUR1 
depourvu de 105 nucleotides en 5* de la partie codante permettant la synthese 
d*unc UPRTase deletee des 35 premiers residus en position N-terminale et 
debutant a la methionine en position 36 dans la proteine native. Le produit 
d 'expression du gene mutant, designe FUR1A105, est capable de 
complementer un mutant furl de S. cerevisiae. En outre, le mutant tronque 
presente une activite UPRTase superieure a celle de l'enzyme native. Ainsi, 
selon un mode de realisation particulierement avantageux, le polypeptide code 
selon Tinvention est un mutant de deletion d*une UPRTase native. La deletion 
est de preference localisee dans la region N-terminale de lTJPRTase d'origine. 
Elle peut etre totale (concerner 1 'ensemble des residus de ladite region N- 
terminale) ou partielle (concerner un ou plusieurs residus continus ou non 
dans la structure primaire). D'une maniere gene rale, un polypeptide est 
constitue de parties N-terminale, centrale et C-terminale, chacune 
representant environ le tiers de la molecule. Par exemple, ITIPRTase de S. 
cerevisiae ayant 251 acides amines, sa partie N-terminale est constitute des 
83 premiers residus debutant a la methionine dite initiatrice situee en 
premiere position de la forme native. Quant a lTJPRTase d'£. coli, sa partie N- 
terminale couvre les positions 1 a 69. 

En outre, les demandes de brevet W096/ 16183 et PCT/FR99/ 00904 
decrivent Tutilisation d'une proteine de fusion codant pour une enzyme a deux 
domaines ayant les activites CDase et UPRTase et demontrent que le transfer! 
d*un gene hybride codA::upp ou FCY1::FUR1 ou FCY 1 : : FUR1A 1 05 porte par un 
plasmide d'expression augmente la sensibilite au 5-FC de cellules B16 
transfectees. Les sequences proteiques et nucleiques decrites dans ces deux 
demandes sont incorporees dans la description de la presente demande. Selon 
ce mode de realisation, le polypeptide est un polypeptide fusionne en phase 
avec au moins un second polypeptide. Bien que la fusion puisse avoir lieu a 
un endroit quelconque du premier polypeptide, les extremites N ou C- 
terminales sont preferees et notamment Textremite N-terminale. Une fusion 
des activites CDase et UPRTase permet d'ameliorer la sensibilite des cellules 
cibles a la 5-FC et a la 5-FU. 
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LTaomme de Tart est capable de doner les sequences de CDase ou 
UPRTase a partir des donnees publiees, de proceder a d'eventueiles mutations, 
de tester les activites enzymatiques des formes mutantes dans un systeme 
acellulaire ou cellulaire selon la technologic de l'art ou en suivant le protocole 
5 indique dans la demande PCT/FR99/00904 et de fusionner, notammcnt en 
phase, les polypeptides d'activite CDase et UPRTase, et par consequent tout 
ou partie des genes correspondents. 

Par consequent, selon un cas precis, la composition de l'invention est 
caracterisee en ce que la sequence d'acide nucleique (ii) est selectionnee parmi 
10 les sequences nucleiques des genes CodA, upp, FUR1, FCY1 et FUR1A105, ou 
par une combinaison de tout ou partie desdites sequences. 

L'invention concerne plus particulierement une dite composition 
caracterisee en ce que ledit polypeptide en (ii) presente au moins une activate 
CDase et une activite UPRTase. 

15 Par « combinaison de sequences d'acide nucleique » on entend designer 

aussi bien des sequences distinctes qui codent pour au moins deux 
polypeptides distincts que des sequences fusionnees qui codent pour des 
polypeptides de fusion, etant entendu que la production de tels polypeptides 
peut etre realisee sous le controle des memes elements de regulation (cassette 

20 polycistronique) ou d 'elements independants, identiques ou differents, 
homologues ou heterologues vis a vis du vecteur les renfermant, constitutes 
ou inductibles. 

Selon un mode particulier de realisation, la composition de l'invention 
comprend au moins une sequence d'acide nucleique (ii) codant pour un 

25 polypeptide de fusion dans lequel un premier polypeptide presentant une 
activite UPRTase ou CDase est fusionne en phase avec au moins un second 
polypeptide, ledit second polypeptide presentant une activite CDase ou 
UPRTase, respectivement. Plus particulierement, un tel polypeptide est 
caracterise en ce que la fusion avec le second polypeptide est realisee a 

30 1'extremite N-terminale dudit premier polypeptide. 
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Selon un cas prefere, ladite composition est caracterisee en ce que la 
sequence d'acide nucleique codant pour ledit polypeptide de fusion est une 
sequence hybride comprenant : 

- une premiere sequence d'acide nucleique codant pour un 
premier polypeptide presentant une activite UPRTase ou CDase, 

- une seconde sequence d'acide nucleique codant pour un second 
polypeptide presentant une activite Cdase ou UPRTase, respectivement. 

Une telle sequence d'acide nucleique hybride codant pour ledit 
polypeptide de fusion peut en outre renfermer une sequence de type IRES. 

L'invention concerne notamment une telle composition pour laquelle la 
premiere sequence d'acide nucleique est selectionnee parmi upp, FUR1 et 
FUR1A105, et en ce que la seconde sequence d'acide nucleique est 
selectionnee parmi CodA et FCY1, et vice-versa. De maniere tout a fait 
preferee, une telle sequence d'acide nucleique hybride est choisie parmi les 
sequences hybrides decrites dans les demandes de brevet W096/ 16183 et 
PCT/FR99/00904. 

Selon une troisieme variante, la composition selon la presente invention 
est caracterisee en ce que ledit polypeptide ayant une activite cytotoxique (ii) 
est un facteur proteique anti-angiogenique. L'angiogenese est le processus 
responsable de la formation de nouveaux capillaires a partir du reseau 
vasculaire deja existant. Ce processus complexe est finement regule dans les 
tissus sains par la balance des effets de nombreux facteurs angiogeniques et 
anti-angiogeniques. Cependant, dans certaines pathologies, et notamment lors 
de la formation d'une tumeur, ce processus est deregule : les facteurs 
angiogeniques prennent le pas sur les facteurs anti-angiogeniques ce qui 
permet une vascularisation importante des tumeurs et par voie de 
consequence leur developpement rapide et / ou Tapparition de metastases. 
C'est pourquoi, dans le cadre de la presente invention, un facteur anti- 
angiogenique est considere comme etant un agent cytotoxique, notamment 
antitumoral. Parmi les differents facteurs anti-angiogeniques connus a llieure 
actuelle on peut notamment citer 1'angiostatine, Tendostatine, le facteur 



m 

13 

plaquettaire PF4, la thrombospondine-1, le PRP (pour Proliferin Related 
Protein), le VEGI (pour Vascular Endothelial Growth Inhibitor) les 
metalloproteases et l'urokinasc. 

Les sequences d'acide nucleique (i) ou (ii) peuvent etre aisement 
5 obtenues par clonage, par PCR ou par synthese chimique selon les techniques 
conventionnelles en usage. II peut s'agir de genes natifs ou derives dq ces 
derniers par mutation, deletion, substitution et/ou addition d*un ou plusieurs 
nucleotides. Par ailleurs, leur sequences sont largement decrites dans la 
litterature consumable par ITiomme de 1'art. 

10 La presente invention a egalement trait a une composition telle que 

presentee ci-dessus caracterisee en ce que lesdites sequences d'acide 
nucleique (i) et (ii) sont inserees dans un vecteur recombinant d'origine 
plasmidique ou virale, ainsi qu'a un tel vecteur recombinant portant de telles 
sequences nucleotidiques placees sous le controle des elements necessaires a 

15 leur expression dans une cellule hote. Les sequences d'acide nucleique (i) et (ii) 
peuvent etre presentes en un ou plusieurs exemplaires sur un memc vecteur. 

Plus particulierement, les compositions de 1'invention peuvent 
comprendre lesdites sequences d'acide nucleique (i) et (ii) inserees dans un 
meme vecteur recombinant ou dans des vecteurs recombinants distincts. 

20 Par « vecteur recombinant » selon 1'invention, on en tend designer un 

« vecteur d'origine plasmidique ou virale, et eventuellement un tel vecteur 
associe a une ou plusieurs substances ameliorant 1'eflicacite transfectionnelle 
et/ou la stabilite dudit vecteur et/ou la protection dudit vecteur in vivo a 
1'egard du systeme immunitaire de l'organisme hote. Ces substances sont 

25 largement documentees dans la litterature accessible a ITiomme de 1'art (voir 
par exemple Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115-121 ; 
Hodgson et Solaiman , 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342 ; Remy et al., 
1994, Bioconjugate Chemistry 5, 647-654). A titre illustratif mais non limitatif, 
il peut s'agir de polymeres, de lipides notamment cationiques, de liposomes, de 

30 proteines nucleaires ou virales ou encore de lipides neutres. Ces substances 
peuvent etre utilisees seules ou en combinaison. Des exemples de tels 
composes sont notamment disponibles dams les demandes de brevet WO 
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98/08489, WO 98/17693, WO 98/34910, WO 98/37916, WO 98/53853, EP 
890362 ou WO 99/05183. Une combinaison envisageable est un vecteur 
recombinant plasmidique associe a des lipides cationiques (DOGS, DC-CHOL, 
spermine-chol, spcrmidine-chol etc.) et des lipides neutres (DOPE). 

5 Le choix des plasmides utilisables dans le cadre de la presente 

invention est vaste. II peut s'agir de vecteurs de clonage et/ou d'expression. 
D*une maniere generale, ils sont connus de Ittomme de Tart et nombre d'entre 
eux sont disponibles commercialement mais il est egalement possible de les 
construire ou les modifier par les techniques de manipulation genetique. On 

10 peut citer a titre d'exemples les plasmides derives de pBR322 (Gibco BRL), 
pUC (Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou 
encore p Poly (Lathe et ah, 1987, Gene 57, 193-201). De preference, un 
plasmide mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention contient une 
origine de replication assurant l'initiation de la replication dans une cellule 

15 productrice et/ou une cellule hote (par exemple, on retiendra Torigine ColEl 
pour un plasmide destine a etre produit dans JS. coil et le systeme oriP/EBNAl 
si Ton desire qu'il soit autoreplicatif dans une cellule hote mammifere, Lupton 
et Levine, 1985, Mol. Cell. Biol. 5, 2533-2542 ; Yates et al., Nature 313, 812- 
815). II peut en outre comprendre un gene de selection permettant de 

20 selectionner ou identifier les cellules transfectees (complementation d'une 
mutation d'auxotrophie, gene codant pour la resistance a un antibiotique...). 
Bien entendu, il peut comprendre des elements supplementaires ameliorant 
son maintien et/ou sa stabiiite dans une cellule donnee (sequence cer qui 
favorise le maintien monomerique d'un plasmide (Summers et Sherrat, 1984, 

25 Cell 36, 1097-1103, sequences d f integration dans le genome cellulaire). 

S'agissant d'un vecteur viral, on peut envisager un vecteur derivant 
d'un poxvirus (virus de la vaccine, notamment MVA, canaripox... etc), d'un 
adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus de llierpes, d'un alphavirus, d'un 
foamyvirus ou d'un virus associe a Tadenovirus. On aura de preference 
30 recours a un vecteur non replicatif et non integratif. A cet egard, les vecteurs 
adenoviraux conviennent tout particulierement a la mise en oeuvre de la 
presente invention. Toutefois, il convient de noter ici que dans le cadre de la 
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mise en oeuvre de la presente invention, la nature du vecteur revet peu 
d'importance. 

Les retrovirus ont la propriete d'infecter et de s'integrer majoritairement 
dans les cellules en division et a cet egard sont particulieremcnt appropries 

5 pour Tapplication cancer. Un retrovirus recombinant selon l'nvention 
comporte generalement les sequences LTR, une region d'encapsidation et la 
sequence nucleotidique selon l'invention placee sous le controle du LTR 
retroviral ou d*un promoteur interne tels que ceux decrits ci-apres. II peut 
deriver d*un retrovirus d*une origine quelconque (murin, primate, felin, 

10 humain etc..) et en particulier du MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), 
MVS (Murine sarcoma virus) ou Friend murine retrovirus (Fb29). II est propage 
dans une lignee d'encapsidation capable de fournir en trans les polypeptides 
viraux gag, pol et/ou env necessaires a la constitution d"une particule virale. 
De telles lignees sont decrites dans la litterature (PA317, Psi CRIP GP + Am-12 

15 etc.). Le vecteur retroviral selon 1'invention peut comporter des modifications 
notamment au niveau des LTR (remplacement de la region promotrice par un 
promoteur eucaiyote) ou de la region d'encapsidation (remplacement par une 
region d'encapsidation heterologue, par exemple de type VL30) (voir les 
demandes frangaises 94 08300 et 97 05203). 

20 On pourra egalement avoir recours a un vecteur adenoviral defectif pour 

la replication c'est a dire depourvu de tout ou partie d'au moins une region 
essentielle a la replication selectionnee parmi les regions El, E2, E4 et. Une 
deletion de la region El est preferee. Mais elle peut etre combinee a d'autres 
modification(s)/deletion(s) touchant notamment tout ou partie des regions E2, 

25 E4 et/ou L1-L5, dans la mesure ou les fonctions essentielles defectives sont 
complementees en trans au moyen d'une lignee de complementation et/ou 
d"un virus auxilliaire afin d'assurer la production des particules virades 
dlnteret. A cet egard, on peut avoir recours aux vecteurs de seconde 
generation de Tetat de la technique (voir par exemple les demandes 

30 internationales W094/28152 et WO97/041 19). A titre illustratif, la deletion de 
la majorite de la region El et de l'unite de transcription E4 est tout 
particulierement avantageuse. Dans le but d'augmenter les capacites de 
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clonage, le vecteur adenoviral peut en outre etre depourvu de tout ou partie de 
la region E3 non essentielle. Selon une autre alternative, on peut mettre en 
oeuvre un vecteur adenoviral minimal retenant les sequences essentielles a 
1'encapsidation, a savoir les ITRs (Inverted Terminal Repeat) 5* et 3* et la region 
d'encapsidation. Par ailleurs, Torigine du vecteur adenoviral selon Tinvention, 
peut etre variee aussi bien du point de vue de Tespece que du serotype, II peut 
deriver du genome d'un adenovirus d'origine humaine ou animale (canine, 
aviaire, bovine, murine, ovine, porcine, simienne..*) ou encore d'un hybride 
comprenant des fragments de genome adenoviral d'au moins deux origines 
differentes. On peut citer plus particulierement les adenovirus CAV-1 ou CAV- 
2 d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore Bad de type 3 d'origine 
bovine (Zakharchuk et aL, Arch. Virol., 1993, 128: 171-176 ; Spibey et 
Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al., Gene, 1987, 60: 
21-28 ; Mittal et aL, J. Gen. ViroL, 1995, 76: 93-102). Cependant, on preferera 
un vecteur adenoviral d'origine humaine derivant de preference d'un 
adenovirus de serotype C, notamment de type 2 ou 5. Un vecteur adenoviral 
selon la presente invention peut etre genere in vitro dans Escherichia coli (E. 
coli) par ligation ou recombinaison homologue (voir par exemplc la demande 
internationale W096/ 17070) ou encore par recombinaison dans une lignee de 
complementation. Les differents vecteurs adenoviraux ainsi que leurs 
techniques de preparation sont connus (voir par exemple Graham et Prevect, 
1991, in Methods in Molecular Biology, vol 7, p 109-128 ; Ed : E.J. Murey, The 
Human Press Inc). 

Les elements necessaires a l'expression sont constitues par l'ensemble des 
elements permettant la transcription de la sequence nucleotidique en ARN et 
la traduction de l'ARNm en polypeptide, notamment les sequences promotrices 
et/ou des sequences de regulation efficaces dans ladite cellule, et 
eventuellement les sequences requises pour permettre Pexcretion ou 
l'expression a la surface des cellules cibles dudit polypeptide. Ces elements 
peuvent etre regulables ou constitutifs. Bien entendu, le promoteur est adapte 
au vecteur retenu et a la cellule hote On peut citer, a titre d'exemples, les 
promot urs eucaiyotes des genes PGK (Phospho Glycerate Kinase), MT 
(metallothioneine ; Mc Ivor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), a-1 



17 

antitrypsine, CFTR, les promoteurs du gene codant pour la creatine kinase 
musculaire, pour Tactine, pour le surfactant pulmonaire, immunoglobuline, p- 
actine (Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 426-436), SRcc (Takebe et al., 1988, 
Mol. Cell. Biol. 8, 466-472), le promoteur precoce du virus SV40 (Simian 
5 Virus), 1c LTR du RSV (Rous Sarcoma Virus), ie promoteur de MPSV, lc 
promoteur TK-HSV-1, le promoteur precoce du virus CMV (Cytomegalovirus), 
les promoteurs du virus de la vaccine p7.5K pHSR, pKIL, p28, pll et les 
promoteurs adenoviraux E1A et MLP ou une combinaison desdits promoteurs. 
II peut egalement s'agir d*un promoteur stimulant Texpression dans une 

10 cellule tumorale ou cancereuse e On peut citer notamment les promoteurs des 
genes MUC-1 surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et 
al., 1995, J, Clin. Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma embryonic 
antigen) surexprime dans les cancers du colon (Schrewe et al., 1990, Mol. Cell. 
Biol. 10, 2738-2748), tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al. t 

15 1993, Cancer Res. 53, 3860-3864), ERB-2 surexprime dans les cancers du 
sein et du pancreas (Harris et al., 1994, Gene Therapy 1, 170-175) et a- 
fetoproteine surexprimec dans les cancers du foie (Kanai et al. f 1997, Cancer 
Res. 57, 461-465). Le promoteur precoce du Cytomegalovirus (CMV), ou celui 
du RSV, est tout particulierement prefere. II est egalement possible d'utiliser 

20 une region promotrice tissu-speciflque, notamment lorsque la tumeur a traiter 
est issue d'un type cellulaire particulier, ou activable dans des conditions 
definies. La litterature procure un grand nombre d 'informations relatives a de 
telles sequences promotrices. 

Les elements necessaires peuvent, en outre, inclure des elements 
25 additionnels ameliorant Texpression de la sequence nucleotidique selon 
Tinvention ou son maintien dans la cellule hote. On peut citer notamment les 
sequences introniques (WO 94/29471), sequences signal de secretion, 
sequences de localisation nucleaire, sites internes de reinitiation de la 
traduction de type IRES, sequences poly A de terminaison de la transcription. 

30 Selon un mode de realisation prefere, Tinvention concerne plus 

particulierement un vecteur recombinant, notamment un vecteur viral, et plus 
specifiquement un vecteur adenoviral defectif pour la replication, comprenant : 
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(i) une sequence d'acide nucleique codant pour tout ou partie 
d*une chimiokine MIP, 

(ii) au moins une sequence d'acide nucleique codant pour tout 
ou partie d*un polypeptide ayant au moins une activitc cytotoxiquc, 

5 lesdites sequences d'acide nucleique etant placees sous le contrdle des 

elements necessaires a leur expression dans une cellule bote et etant definies 
corame indique ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une particule virale, 
notamment adenovirale, comprenant un vecteur viral recombinant selon 

10 Tinvention. Une telle particule virale peut etre generee a partir d\in vecteur 
viral selon toute technique conventionnelle dans le domaine de Tart. Sa 
propagation est effectuee notamment dans une cellule de complementation 
adaptec aux deficiences dudit vecteur. S'agissant d'un vecteur adenoviral, on 
aura par exemple recours a une lignee de complementaion telle que decrite 

15 dans la demande WO 94/28152, a la lignee 293 etablie a partir de cellules de 
rein embryonnaire humain, qui complemente efiicacement la fonction El 
(Graham et al. f 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72), la lignee A549-E1 (Imler et al., 
1996, Gene Therapy 3, 75-84) ou une lignee permettant une double 
complementation (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Krougliak et 

20 Graham, 1995, Human Gene Therapy 6, 1575-1586 ; Wang et al., 1995 Gene 
Therapy 2, 775-783 ; demande internationale WO 97/04119). On peut 
egalement employer des virus auxilliaires pour complementer au moins en 
partie les fonctions defectives. Par cellule de complementation, on entend une 
cellule capable de fournir en trans les facteurs precoces et/ou tardifs 

25 necessaires a 1'encapsidation du genome viral dans une capside virale pour 
generer une particule virale contenant le vecteur recombinant. Ladite cellule 
peut ne pas complementer a elie seule toutes les fonctions defectives du 
vecteur et dans ce cas peut etre transfectee/transduite par un vecteur/virus 
auxilliaire apportant les fonctions complementaires. 

30 L'invention concerne egalement un procede de preparation d'une 

particule virale, selon lequel : 
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(i) on introduit un vecteur recombinant selon l'invention dans une 
cellule, notamment une cellule de complementation capable de 
complementer en trans ledit vecteur, de manicre a obtenir une ditc 
cellule transfectee, 

5 (ii) on cultive ladite cellule transfectee dans des conditions 

appropriees pour permettre la production de ladite particule virale, 
et 

(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

Bien entendu, la particule virale peut etre recuperee du surnageant de 
10 culture mais egalement a partir des cellules. Une des methodes couramment 
employee consiste a lyser les cellules par des cycles consecutifs de 
congelation/ decongelation pour recueillir les virions dans le surnageant de 
lyse. Ceux-ci peuvent etre amplifies et purifies selon les techniques de Tart 
(procede chroniatographique, ultracentrifugation notamment a travers un 
15 gradient de chlorure de cesium...). 

L'invention a egalement trait a une cellule hote eucaryote comprenant 
les fragments d'ADN presents dans la composition selon l'invention. Ladite 
cellule hote est avantageusement une cellule de mammifere et, de preference, 
une cellule humaine. II s'agira de preference d'une cellule 293, LCA4 ou 

20 PERC6. Une telle cellule est notamment utile pour produire les particules 
virales a haut titre, sans generer de particules competentes pour la 
replication . L' invention concerne egalement une cellule hote comprenant une 
sequence nucleotidique, un vecteur recombinant selon Tinvention ou infectee 
par une particule virale selon l'invention. Aux fins de la presente invention, 

25 une cellule hote est constitute par toute cellule transferable par un vecteur 
recombinant ou infectable par une particule virale, tels que definis ci-avant. 
Une cellule de mammifere et notamment humaine convient tout 
particulierement. Elle peut comprendre ledit vecteur sous forme integree dans 
le genome ou non (episome). II peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale 

30 d'une origine quelconque, notamment hematopoTetique (cellule souche 
totipotente, leucocjrte, lymphocyte, monocyte ou macrophage...), musculaire 
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(cellule satellite, myocyte, myoblaste, muscle lisse...), cardiaque, pulmonaire, 
tracheale, hepatique, epitheliale ou flbroblaste* 

L 'invention concerne egalement une composition dcstinec a la mise en 
oeuvre d'un traitement antitumoral ou antiviral, ou toute applications 
5 necessitant la mort cellulaire, chez un mammifere comprenant : 

(i) tout ou partie du polypeptide MIP, 

(ii) tout ou partie d'un polypeptide ayant au moins une 
activite cytotoxique, 

lesdits polypeptides etant definis comme indique precedemment. 

10 Un autre objet selon l'invention consiste en une formulation destinee a 

la mise en oeuvre d'un traitement cytotoxique, notamment antitumoral ou 
antiviral, chez un mammifere caracterisee en ce qu'eile comporte une 
composition (a base d'acides nucleiques ou de polypeptides telle que decrite 
precedemment), un vecteur adenoviral ou une particule virale selon 

15 Tinvention, ainsi qu'un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 
Un tel support est preferentiellement isotoniquc, hypotonique ou faiblement 
hypertonique et presente une force ionique relativemcnt faible, tel que par 
exemple une solution de sucrose. Par ailleurs, un tel support peut renfermer 
tout solvant, ou liquide aqueux ou partiellement aqueux tel que de l'eau sterile 

20 non pyrogene. Le pH de la formulation est en outre ajuste et tamponne afin de 
repondre aux exigences d 'utilisation in vivo. La formulation peut egalement 
inclure un diluant, un adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique, de meme que des agents de solubilisation, de stabilisation, 
de preservation. Pour une administration injectable, on prefere une 

25 formulation en solution aqueuse, non-aqueuse ou isotoniquc Elle peut etre 
presentee en dose unique ou en multidose sous forme liquide ou seche 
(poudre, lyophilisat...) susceptible d'etre reconsituee de maniere extemporanee 
par un diluant approprie. 

Selon un mode particulier de Tinvention, ladite formulation comporte en 
30 outre des quantites acceptables d'un point de vue pharmaceutique d*une 
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prodrogue capable d'etre transformee en molecule cytotoxique par un 
polypeptide ayant au moins une activite cytotoxique. 

Unc telle prodrogue sera notamment selectionnce dans le groupc 
consistant en l'acyclovir ou le ganciclovir (GCV), la cyclophosphophamidc, la 
5 6-methylpurine deoxyribonucleoside, la 6-thioxanthine, la cytosine ou un de 
ses derives ou l*uraciie ou un de ses derives. De maniere tout a fait preferee, 
ladite prodrogue est la 5-fluorocytosine (5FC) ou la 5-fluorouracile (5-FU ). 

Par ailleurs, notamment dans le cadre de formulations renfermant une 
composition selon la seconde variante evoquee ci-dessus, il convient de noter 

10 que ladite formulation peut egalement comprendre une ou plusieurs 
substances potentialisant l'effet cytotoxique du 5-FU. On peut citer en 
particulier, les drogues inhibant les enzymes de la voie de biosynthese de novo 
des pyrimidines (par exemple celles citees ci-apres), les drogues telles que la 
Leucovorin (Waxman et al., 1982, Eur. J. Cancer Clin, Oncol. 18, 685-692) qui 

15 en presence du produit du metabolisme du 5-FU (5-FdUMP) augmente 
Tinhibition de la thymidylate synthase ce qui entraine une diminution du pool 
de dTMP necessaire a la replication et enfin les drogues telles que 1c 
methotrexate (Cadman et al., 1979, Science 250, 1135-1137) qui en inhibant 
la dihydrofolate reductase et en elevant le pool d 'incorporation de PRPP 

20 (phosphoribosylpyrophosphate) provoque I'augmentation de 5-FU dans TARN 
cellulaire. 

Une formulation selon Tinvention est plus particulierement destinee au 
traitement preventif ou curatif de maladies par therapie genique et s'adresse 
plus particulierement aux maladies proliferatives (cancers, tumeurs, 
restenoses. etc) et aux maladies d'origine infectieuse, notamment virale pour 
lesquelles il est necessaire de limiter la proliferation des cellules infectees 
(induites par les virus de Thepatite B ou C, le HIV, lTierpes, les 
retrovinis. . . . etc) . 

Une formulation selon Tinvention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle en vue d'une administration par voie locale, parenterale ou 
digestive. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On peut 
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titer par exemple la voie intragastrique, sous-cutanee, intxacardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneale, intratumorale, intranasale, 
intrapulmonaire ou intratracheale. Pour ces trois demiers modes de 
realisation, une administration par aerosol ou instillation est avantageusc, 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusicurs 
fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage 
appropries varient en fonction de divers parametres, par exemple* de 
rindividu, de la maladie a traiter ou encore du ou des gene(s) d'interet a 
transferer. Les preparations a base de particules virales selon 1'invention 
peuvent etre formulees sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 ufp 
(unites formant des plages), avantageusement 10 5 et 10 13 ufp et, de preference, 
10 6 et 10 12 ufp. Pour ce qui est du vecteur recombinant selon 1'invention, des 
doses comprenant de 0,01 a 100 mg d'ADN, de preference 0,05 a 10 mg et, de 
maniere tout a fait preferee, 0,5 a 5 mg peuvent etre envisagees. Une 
composition a base de polypeptides comprend de preference de 0,05 a 10 g et, 
de maniere tout a fait preferee, de 0,5 a 5 g dudit polypeptide. Bien entendu, 
les doses peuvent etre adaptees par le clinicien. 

La presente invention est egalement relative a I'utilisation therapeutique 
ou prophylactique d'une composition, d'un vecteur recombinant ou d'une 
particule virale selon 1'invention pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement du corps humain ou animal par therapie genique, notamment 
pour la preparation d'un medicament cytotoxique, notamment antitumoral ou 
antiviral, destine a inhiber la croissance ou provoquer le rejet d'une tumeur ou 
la mort d*une cellule infectee. Selon une premiere possibility, le medicament 
peut etre administre directement in vivo (par exemple par injection 
intraveineuse, dans une tumeur accessible ou a sa peripheric, dans les^ 
poumons par aerosol, dans le systeme vasculaire au moyen d'une sonde 
appropriee...). On peut egalement adopter l'approche ex vivo qui consiste a 
prelever des cellules du patient (cellules souches de la moelle osseuse, 
lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires...), de les transfecter 
ou infecter in vitro selon les techniques de Tart et de les readministrer au 
patient. Une utilisation preferee consiste a traiter ou prevenir les cancers, 
tumeurs et maladies resultant d'une proliferation cellulaire non desiree. Parmi 
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les applications envisageables, on peut citer les cancers du sein, de Tuterus 
(notamment ceux induits par les papillomas virus), de la prostate, du poumon, 
de la vessie, du foie, du colon, du pancreas, de Testomac, de Toesophage. du 
larynx du systeme nerveux central et du sang (lymphomes, leuccmic etc.). 
5 Elle est egalement utile dans le cadre des maladies cardiovasculaires, par 
exemple pour inhiber ou retarder la proliferation des cellules de muscles lisses 
de la paroi vasculaire (restenose). Enfln pour ce qui est des maladies 
infectieuses, Tapplication au SIDA peut etre envisages 

II est par ailleurs envisageable, le cas echeant et sans sortir du cadre de la 
10 presente invention, de proceder a des administrations simultanees ou 
successives par des voies differentes des diflerents composants compris dans 
la composition ou la formulation pharmaceutique selon Tinvention. 

L'invention s'etend egalement a une methode pour le traitement des 
maladies par therapie genique, caracterisee en ce que Ton administre a un 
15 organisme ou a une cellule hote ayant besoin d'un tel traitement une sequence 
nucleotidique, un vecteur recombinant, une particule viralc ou une cellule 
hote selon Tinvention. 

Lorsque la methode de traitement met en oeuvre une sequence 
nucleotidique, un vecteur recombinant ou une particule virale permettant 

20 Texpression d'un polypeptide selon Tinvention ayant une activite UPRTase, il 
peut etre avantageux d'administrer en outre une seconde sequence 
nucleotidique codant pour un second polypeptide presentant une activite 
CDase, ladite seconde sequence nucleotidique etant portee par ledit vecteur 
recombinant ou particule virale ou par un vecteur ou une particule virale 

25 independante. Dans ce dernier cas, Tadministration des sequences UPRTase et 
CDase peut etre simultanee ou consecutive, Tordre d'administration etant 
sans importance. 

Selon un mode de realisation avantageux, Tutilisation therapeutique ou 
la methode de traitement comprend egalement une etape supplemental 
30 selon laquelle on administre a Torganisme ou la cellule hote des quantites 
acceptables d'un point de vue pharmaceutique d'une predrogue, 
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avantageusement d'un analogue de cytosine et, en particulier de la 5-FC. A 
titre illustratif, une dose de 50 a 500 mg/kg/jour peut etre employee avec une 
preference pour 200 mg/kg/jour. Dans le cadre de la prescnte invention, la 
predrogue est administree selon les pratiques standards et ceci de maniere 
5 prealable, concomittante ou encore posterieure a celle de Tagent therapeutique 
selon Tinvention. La voie orale est preferee. On peut administrer une dose 
unique de predrogue ou des doses repetees pendant un temps sufflsamment 
long pour permettre la production du metabolite toxique au sein de 
Torganisme ou de la cellule hote. 

10 Selon une mode avantageux de Tinvention, l*utilisation therapeutique 

ou la methode de traitement est associee a un second traitement du patient 
par chirurgie (notamment par ablation de la tumeur partiellement ou 
totalement), par radiotherapie ou chimiotherapie. Dans ce cas particulier, le 
traitement selon Tinvention est applique de maniere prealable, concomitante 

15 ou fait suite audit second traitement. De maniere prefere, ce traitement sera 
applique suite audit second traitement. 

Les exemples qui suivent ont pour but d'illustrer les diffcrents objets de 
la presente invention et n'ont par consequence aucun caractere limitatif. 

La figure 1 represente Involution du volume tumoral chez des souris B6D2 
20 implantees avec des cellules tumorales B16F0. 

La figure 2 represente le taux de survie de ces memes souris. Des 
groupes de 15 souris sont traites a Taides de compositions comprenant des 
adenovirus exprimant les genes suivants : huMIPa, huIL2, huMIPla +huIL2, 
Ad vide, 

25 La figure 3 represente Involution du volume tumoral chez des souris 

B6D2 implantees avec des cellules tumorales RENCA. 

La figure 4 represente le taux de survie de ces memes souris. Des 
groupes de 15 souris sont traites a Taides de compositions comprenant des 
adenovirus exprimant les genes suivants : huMIPp, hu!L2 f huMIPfJ +huIL2, 

30 Ad vide. 

La figure 5 represente Tevolution du volume tumoral chez des souris 
B6D2 implantees avec des cellules tumorales P815. 
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La figure 6 represente le taux de survie de ces memes souris. Des 
groupes de 15 souris sont traites a l'aides de compositions comprenant des 
adenovirus exprimant les genes suivants : Tampon Tris, huMIPa +huIL2, 
huMIPla + muIFNy, huIL2 + muIFNy. 

5 

EXAMPLES : 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les 
techniques generates de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees 
dans Maniatis et al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 

10 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) ou selon les recommandations du 
fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes de recombinaison 
homologue sont de preference realisees dans la souche E. coli BJ 5183 
(Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. J 66, 557-580). S'agissant de la reparation des 
sites de restriction, la technique employee consiste en un remplissage des 

15 extremites 5' protuberantes a 1'aide du grand fragment de TADN polymerase I 
d'£. coli (Klenow). Par ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes 
dans les differentes constructions decrites ci-apres, sont indiques precisement 
selon leur position dans la sequence nucleotidique du genome de TAd5 telle 
que divulguee dans la banque de donnees Genbank sous la reference M73260. 

20 En ce qui concerne la biologie cellulaire, les cellules sont transferees 

ou transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de 
l'homme du metier. 

Modules tumoraux : 

Trois modeles de cellules tumorales ont ete choisis afin d'evaluer 
25 Tactivite de la composition de Tinvention : P815 (mastocytome H-2d, decrite 
dans Dunn et al, 1957, J.Natl. Cancer Inst, 18, 587-590), B16FO (melanome 
H-2b, decrite dans Wu et al, 1996, Cancer Res., 56, 21-26) et RENCA 
(carcinome renal H-2d, decrite dans Murphy et al, 1973, J.Natl. Cancer Inst., 
50(4), 1023-1025). Les cellules (3E+5 pour chaque modele de tumeur) sont 
30 implantees a J-7 / J-l 1 en sous cutane dans le flanc droit de souris B6D2 
agees de 6 a 8 semaines. 
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Administration des compositions cytotoxiques de ['invention : 
Un volume de 100 pi de vecteurs adenoviraux (5 x 10» unites 
infectieuses) est injecte directement dans les tumcurs lorsque leur volume 
avoisine 4 a 10 mm 3 (JO). Cette injection est repetee dans les memes 
5 conditions a J 1 et J2. 

L'eflicacite de la composition de invention administree est contrdlee 
par la mesure de la taille des tumeurs ainsi que par la mesure du temps de 
suivie des souris traitees avec le cas echeant un controle du statut 
immunologique de Tanimal par ELISPOT, test CTL, ... Les animaux peuvent en 
10 outre etre ensuite soumis a un challenge contra-lateral au cours duquel une 
dose letale de cellules tumorales est administree a l'animal pre-traite, 

EXEMPLE 1 : 

Construction de pTG13010 (huMIPlQ). 

15 L'ADNc de MlPla humain (Numero d'accession aupres de GenBank : 

X03754 ; sequence incorporee a la demande par reference) a ete assemble par 
oligonucleotides synthetiques suivant la sequence decrite par Obaru.K. & al. 
1986, J. Biochem. 99 (3) t 885-894. Cet ADNc a ete introduit dans un vecteur 
derive de pBluescript pour donner le vecteur pTG 13006. 

20 Le fragment i\TofI-Asp718 de pTG 13006 renfermant le gene MlPla est 

isole et introduit dans le vecteur pTG8347 clive par ces memes enzymes, pour 
donner le vecteur de transfert pTG 13008. A titre indicatif, pTG8347 est un 
vecteur p polyll (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201) dans lequel sont 
inserees les sequences Ad5 1 a 458, le promoteur RSV, les sequences 

25 d'epissage de Tintron 2 de la beta-globine 1 de lapin, les sequences de 
polyadenylation de la beta-gjobine 1 de lapin et les sequences Ad5 3328-5788. 
Une telle construction est a la portee de lTiomme de Tart, notamment sur la 
base de la demande fran^aise 97 06757. Le vecteur adenoviral pTG13010 est 
reconstitue par recombinaison dans la souche £. coli BJ 5183 entre le 

30 fragment PacI-BstEII de pTG13008 et le vecteur pTG6624 (decrit dans la 
demande fran9aise 97 06757) linearise par CZaL A titre indicatif, pTG6624 
correspond au plasmide p poly II portant le genome Ad5 delete des regions El 
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(nt 459 a 3327) et E3 (nt 28592 a 30470) la cassette ^expression de MIP 
etant inseree a la place de El. 

La construction finale pTG13010 contient le genome Ad5 delete de 
l'essentiel des regions El (nt 459 a 3328) et E3 (nt 28249 a 30758) et en lieu 

5 et place de El, une cassette pour 1 'expression du gene MlPla place sous lc 
controle du promoteur RSV et des sequences d'epissage de l'intron 2 de la 
beta-globine 1 de lapin. Les particules adenovirals sont generees par 
transfection dans une lignee de complementation de la fonction El, par 
exemple la lignee 293 (ATCC CRL1573) selon les techniques de Tart (Graham 

10 et Prevec, 1991, Methods in Molecular Biology Vol7, Gene Transfer and 
Expression Protocols ; Ed E.J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ). 
Construction de pTG 13023 (huMIPl P / variant Act2). 
X/ADNc de MIP1 P humain (Numero d'accession GenBank : J04130 ; 
sequence incorporee a la demande par reference) a ete assemble par 

15 oligonucleotides synthetiques suivant la sequence decrite par Lipes,M.A. et al. 
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85 (24), 9704-9708. Cet ADNc a ete 
introduit dans un vecteur derive de M13TG130 (KIENY et al. 1983, Gene, 26, 
91-99) pour donner le vecteur M13TG13013. 

Le fragment iVoa-Asp718 de M13TG13013 renfermant le gene MIP1 p 

20 est isole et introduit dans le vecteur pTG8347 clive par ces memes enzymes, 
pour donner le vecteur de transfert pTG13015. Une telle construction est a la 
portee de lliomme de Tart, notamment sur la base de la demande frangaise 
97 06757. Le vecteur adenoviral pTG 13023 est reconstitue par recombinaison 
dans la souche E. coli BJ 5183 entre le fragment PacI-BstEII de pTG13015 et 

25 le vecteur pTG6624 (decrit dans la demande frangaise 97 06757) linearise par 
CZaL 

La construction finale pTG 13023 contient le genome Ad5 delete de 
l'essentiel des regions El (nt 459 a 3328) et E3 (nt 28249 a 30758) et en lieu 
et place de El, une cassette pour 1 'expression du gene MIP1 p place sous le 
30 controle du promoteur RSV et des sequences d'epissage de l'intron 2 de la p 
globine 1 de lapin. Les particules adenovirales sont generees par transfection 
dans une lignee de complementation de la fonction El, par exemple la lignee 
293 (ATCC CRL1573) selon les techniques de 1'art (Graham et Prevec, 1991, 
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Methods in Molecular Biology Vol7, Gene Transfer and Expression Protocols ; 
Ed E.J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ). 

EXEMPLE 2 : 

5 Experiences in vivo. 

Afin d'evaluer la capacite des compositions de Tinvention a inhiber la 
croissance des tumeurs in vivo, 3.10 5 cellules B16F0 sont injectees a ( J « 
-10/ -7) dans des souris immunocompetentes B6D2. Des que les tumeurs 
deviennent palpables (J~0) differentes compositions (voir la legende des figures 

10 1 a 6) sont injectees a trois reprises (JO, Jl, J2) par voie intra-tumorale a une 
dose de 5.10 s unites infectieuses. 

Les resultats obtenus mettent en evidence une augmentation des taux 
de survie (figures 1, 3 et 5) associee a une baisse des volumes tumoraux 
(figures 2, 4 et 6) chez les souris traitees avec les compositions comprenant un 

15 adenovirus exprimant MlPla ou MIP10 associe a 11L2 ou HFNy. Ces resultats 
confirment bien 1'interet des composition de Tinvcntion dans la mise en oeuvre 
d*un traitement antitumoral. 

Les souris ainsi traitees sont ensuitc soumiscs a un challenge contra- 
lateral consistant en une administration dans les conditions decrites 

20 precedemment d'une dose letale (3.10 s cellules) de cellules tumorales a 
J80/J100. On a ainsi constate que les resultats decrits ci-dessus sont en 
outre assortis d'un etat immunitaire de la souris tel qu'aucune tumeur n'est 
capable de se developper apres cette etape de challenge. 
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REVINDICATIONS. 

1. Composition destinee a la mise en oeuvre d*un traitement 
cytotoxiquc chez un maxnmifere comprenant : 

(i) unc sequence d'acide nucleique codant pour tout ou partie 
d*une chimiokine MIP, 

(ii) au moins une sequence d'acide nucleique codant pour tout 
ou partie d\xn polypeptide ayant au moins une activite cytotoxique, 

lesdites sequences d'acide nucleique etant placees sous le controle des 
elements necessaires a leur expression dans une cellule hote dudit 
maxnmifere. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
ladite chimiokine MIP est la chimiokine MIP1, et plus particulierement 
selectionnee parmi le groupe consistant en les chimiokines MlPla et MIPlp. 

3- Composition selon Tune des revcndications 1 ou 2, caracterisee 
en ce que ledit polypeptide ayant une activite cytotoxiquc est choisi parmi les 
cytokines, les proteines codees par les genes suicides ct les facteurs proteiques 
anti-angiogeniques. 

4, Composition selon selon la revendication 3, caracterisee en ce 
que ledit polypeptide ayant une activite cytotoxique est une cytokine choisie 
parmi les interferons a, p et y, les interleukines, les facteurs necrosant des 
tumeurs et les facteurs stimulateurs de colonies. 

5o Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide ayant une activite cytotoxique est Tinterleukine-2 (IL-2). 

6. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide ayant une activite cytotoxique est Tinterferon gamma (IFN-y). 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en 
ce qu'elle comprend en (ii) au moins deux sequences d'acide nucleique codant 
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pour tout ou partie de l'interleukine-2 (IL-2) et tout ou partie de Tinterferon 
gamma (IFN-y). 

8. Composition selon la rcvendication 4, caracterisee en ce que lcdit 
polypeptide presente au moins une activite cytotoxique selectionnee parmi 

5 Tactivite thymidine kinase, l'activite purine nucleoside phosphorylase, l'activite 
guanine phosphoribosyl transferase et l'activite cytosine desaminase. 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
ledit polypeptide presente au moins une activite CDase et une activite 
UPRTase. 

10 10, Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que 

ledit polypeptide ayant une activite cytotoxique est un facteur proteique anti- 
angiogenique choisi parmi l'angiostatine, l'endostatine, Ie facteur plaquettaire 
PF4, la thrombospondine-1, le PRP, le VEGI, les metalloproteases et 
Turokinase. 

15 11. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que 

lesdites sequences d'acide nucleique (i) et (ii) sent inserees dans un vecteur 
recombinant d'origine plasmidique ou virale. 

12. Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce que 
lesdites sequences d'acide nucleique (i) et (ii) sont inserees dans le meme 
20 vecteur recombinant. 

13c Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce que 
lesdites sequences d'acide nucleique (i) et (ii) sont inserees dans des vecteurs 
recombinants distincts. 

14. Vecteur comprenant : 

25 (i) une sequence d'acide nucleique codant pour tout ou d'une 

chimiokine MIP, 

(ii) au moins une sequence d'acide nucleique codant pour tout 
ou partie d*un polypeptide ayant au moins une activite cytotoxique, 
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lesdites sequences d'acide nucleique etant placees sous le controle des 
elements necessaires a leur expression dans une cellule hote. 

15. Vecteur scion la revendication 14, caractcrise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur viral. 

16. Particule virale comprenant un vecteur selon la revendication 15. 

17. Procede de preparation d'une particule virale selon la 
revendication 16, selon lequel : 

(i) on introduit un vecteur viral selon la revendication 15 dans une 
cellule capable de produire ledit vecteur, de maniere a obtenir une cellule 
transfectee, 

(ii) on cultive ladite cellule transfectee dans des conditions 
appropriees pour permettre la production de ladite particule virale, et 

(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

18. Composition destinee a la mise en oeuvrc d'un traitcment 
cytotoxique chez un mammifere comprenant : 

(i) tout ou partie d'un polypeptide MIP, 

(ii) tout ou partie d'un polypeptide ayant au moins une ctivite 

cytotoxique, 

selon laquelle lesdits polypeptides (i) et (ii) sont tels que definis dans les 
revendications 1 a 10. 

19. Formulation destinee a la mise en oeuvre d'un traitement 
cytotoxique chez un mammifere caracterisee en ce qu'elle comporte une 
composition selon l'une des revendications 1 a 13, un vecteur selon les 
revendications 14 ou 15 , une particule virale selon la revendication 16, ou 
une composition selon selon la revendication 18, ainsi qu'un support 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

20. Formulation selon la revendication 19, caracterisee en ce qu'elle 
comporte des quantites acceptables d'un point de vue pharmaceutique d'une 
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prodrogue capable d'etre transformee en molecule cytotoxique par ui\ 
polypeptide ayant au moins une activite cytotoxique, 

21o Formulation selon la revendication 20, caractcrisec en ce que 
ladite prodrogue est selectionnee parmi la 5-fluorouracile (5-FU) et la 5- 
5 fluorocytosine ((5-FC). 

22. Utilisation d'une composition selon les revendications 1 a 13, 
d*un vecteur selon les revendications 14 a 15, d*une particule virale selon la 
revendication 16, ou d'une composition selon selon la revendication 18, pour 
la preparation d*un medicament cytotoxique. 
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Figure 2 
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